UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Ajda PREVC

VPLIV [ZBRANIH NANOMATERIALOV NA
TVORBO LAMELARNIH TELESC V CELICAH IN
VITRO

MAGISTRSKO DELO

Magistrski Studijski program — 2. stopnja

Ljubljana, 2014



UNIVERZA V LJUBLJANI
BIOTEHNISKA FAKULTETA

Ajda PREVC

VPLIV IZBRANIH NANOMATERIALOV NA TVORBO
LAMELARNIH TELESC V CELICAH IN VITRO

Magistrsko delo
Magistrski Studijski program — 2. stopnja

THE INFLUENCE OF NANOMATERIALS ON FORMATION OF
LAMELLAR BODIESIN CELL LINESIN VITRO

M. Sc. Thesis
Master Study Programme

Ljubljana, 2014



Prevc A. Vpliv izbranih nanomaterialov na tvorbenkarnih telesc v celicain vitro.
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotefika fakulteta, 2014

Magistrsko delo je zaklpek magistrskega Studijskega programa 2. stopnjekiBtna in
funkcionalna biologija. Opravljeno je bilo na Kateda zoologijo Oddelka za biologijo
BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani, na Kditeza biokemijo BiotehniSke fakultete
Univerze v Ljubljani in v laboratoriju za kliémo biofiziko Ortopedske klinike v Ljubljani.

Studijska komisija je dne 21. 2. 2014 sprejela téma@a mentorja magistrskega dela
imenovala prof. dr. Damjano Drobne in za recenzpnté dr. Kristino Sefi¢.

Komisija za oceno in zagovor:
Predsednik: doc. dr. Primoz ZIDAR

Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta

Clan: prof. dr. Damjana DROBNE
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta

Clan: prof. dr. Kristina SE®IC
Univerza v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta

Datum zagovora:

Magistrsko delo je rezultat lastnega raziskovalneéegi@. Podpisana se strinjam z objavo
svoje naloge na spletni strani Digitalne knjiznB®tehniSke fakultete. Izjavljam, da je
naloga, ki sem jo oddala v elektronski obliki, idéna tiskani verziji.

Ajda Prevc



11
Prevc A. Vpliv izbranih nanomaterialov na tvorbenkarnih telesc v celicain vitro.
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotelika fakulteta, 2014

KLJUCNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA (KDI)

SD Du2

DK  UDK 591:577(043.2)=163.6

KG nanomaterilali/Si@QCuO/lamelarna telesca/fosfolipidoza/¢ah linija
A549/fluorescentno barvanje/préta citometrija/fluorescema mikroskopija

AV  PREVC, Ajda, dipl. graf. kom.

SA  DROBNE, Damjana (mentor)

KZ  SI-1000 Ljubljana, Veéna pot 111

ZA  Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta

LI 2014

IN Vpliv izbranih nanomaterialov na tvorbo lameldrielesc v celicaim vitro

TD  Magistrsko delo (magistrski Studij — 2. stopnja)

OP IX, 43 str., 3 pregl., 15 sl., 4 pril., 61 vir.

1J SI

Ji sl/en

Al Vplivi nanodelcev na celice so ra#thi in Se ne podaoma raziskani. Med najme
raziskanimi so vplivha metabolizem lipidov v celicah. Med take vpliwgd&amo tud
sprozitev povéane tvorbe lamelarnih telesc. Lamelarna telest skupki fosfolipido
ki so ob&ajno namenjeni znotrajcéliemu shranjevanjlipidov. Pove&ano Stevile
lamelarnih telesw celicah je morfoloski znak fosfolipidoze. Fosftioza je stanj
pri katerem pride do zmanjSane stopnje razgrajevengfolipidov v lizosomih ter ¢
njihovega kopienja v lamelarnih telescih. Ta motnja &no nastane ob vnc
amfifilnih, pozitivno nabitih snovi v celicdNovejSe raziskave so pokazale, da prid
povetane tvorbe lamelarnih telesc tudi ob stiku celiceekaterimi nanomaterialv/
nalogi smo Zeleli prilagoditi metodo za vrednotekg@icine lamelarnih telesw
celicah A549 s pomigo fluorescentnih barvilTestirali smo vpliv nanomaterial
SiO; (nano-SiQ) in CuO (nano-CuO) na sprozitev poaee tvorbe lamelarnih telesc
v ¢loveskih pljienih celicah A549 ter njihov vpliv na metabolizenh &elic. Uporabili
smo naslednje metode: gojerjeveskih plucnih celic A549, fluorescemo barvani
s fluorescentnim barvilom, vezanim na fosfolipidgretano citometrijo
fluorescekino spektrofotometrijo, fluoresc&mo mikroskopijo in metode za testifan
citotoksinosti. Ugotovili smo, da s fluorescentnm barvilom obarvaekce, tretiran
z nano-CuO in nano-SiOv primerjavi s kontrolnimi celicami bolj fluoreisajo. Pr
pregledu celic, tretiranin z nano-SiOpa smo zepifluorescedénim mikroskopor
opazili, da ti nanodelci tudi sami fluorescirajogrjetno zato,ker se nanje ve
uporabljeno fluorescentno barvilo. 1z teh ugotovis&lepamo, da nano-CuO p&ego
kolicino fosfolipidov (morda lamelarnih telesc) v celic#549, ki g odvisna o
koncentracije nano-CuO, ki so ji izpostavljene @=liNano-Si@ pa motijo meritve
zato njihovega vpliva pri pov¢ani vsebnosti fosfolipidov v celicah ne more
ovrednotiti. Ker se uporabljeno barvilo veze na raaé fosfolipide, ne moremo
gotovostjo trditi, dasso povéane intenzivnosti fluorescence res znak pame koltine
lamelarnih telesc. Za potrditev rezultatov bi bgdotrebno preparate pregledati ¢
transmisijskim elektronskim mikroskopom.
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The effects of different nanomaterials on cellary and are notcompletel
understood. Among the least investigated are tleetsibn lipid metabolism in cell
Among thee effects the formation of lamellar bodies isudeld. Lamellar bodies ¢
phospholipid aggregates, which usually serve asstbeage of phospholipid#An
increased amount of lamellar bodies in cells is Bmiaagk of phospholipidosi
Phospholipidosis is a condition in which the degtamh of phospholipids
lisosomes is reduced aptiospholipids are stored in the form of lamelladibs. Thi:
disorder can occur if amphiphilic, positively chedgsubstances are introduced tc
cell. Recent studies have shown that some nanoaidatean alsanduce increase
lamellar body formation. The goal of owtudy was to adjust the method
determination of the presence of lamellar bodieseilts byusing fluorescent dye
We tested the influence of Si@nd CuO nanomaterials (nano-gi&@hd nandzuO
respectively) on the increase in lamellar body fation and their effect c
metabolism in human pneumocytes A549. Weed the following methoc
cultivation of human pneumocytes A549, fluoresaaining using dluorescent dy
conjugated to phospholipids, flow cytometry, fluscent spectrophotomet
fluorescent microscopy and methods for testingtoyioity. Wediscovered that ce
treated with nano-CuO and nano-gi€nmit more fluorescence as compared t th
nontreated cells. However, by inspection of cells urftleorescent microscope,
noticed that nano-SiQalso emitted fluorescent light, since the usedrétscent dye
probably binds to these nanoparticles. We haveladad that nan&@uO cause ¢
increase in intracellular phospholipid levels (Whimay be lamellar bodieghd tha
this increase is proportional to nano-CuO concéntra Nano-SiQ interfere witl
measurements, so their influence on the increasatrimcellular phospholipid levels
cannot be evaluated. Because the dye we used in the dbudds to variou
phospholipids, we cannot claim with certgithat the increase in fluorescence re
is a sign of increased lamellar body formatiba.confirm the results the cells shc
be examined using the transmission electron mioesc
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Pregl. 1:Koncentracije nanodelcev SiO(nano-SiQ) in CuO (nandcuO) 11
uporabljene pri izvedbi testa MTT in testa privzetvavila nevtraln
rdete (NR)

Pregl. 2:Koncentracije nano-SiDin nano€uO, uporabljene pri pripravi vzorc 13
za ovrednotenje kdaline lamelarnih telescs pomda@jo fluorescerine
mikroskopije

Pregl. 3:Koncentracije nano-SiDin nano€uO, uporabljene pri pripravi vzorc 14
za meritve fluorescence celic s pafjuopreta@ne citometrije
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1 UvOoD

Nanotehnologija se je v zadnjih desetletjihémo razvila, zato se uporaba nanomaterialov
za razltne namene povaje. V stik z ljudmi in drugimi organizmi prihajaedno ve
antropogenih nanomaterialov. Posledica tega jeepatpo boljSem razumevanju vpliva
nanomaterialov in njihovih sestavnih delov na Akal organizme in njihove organe ter
celice. Razlini nanomateriali imajo zaradi raafiih kemijskih lastnosti razine vplive na
celice (Buzea in sod., 2007; Karlsson in sod., 2008

Opravljenih je bilo Ze veliko raziskav o strupemastutinkin nanomaterialov na Zivalske
organizme, vendar pa mehanizmi tefinkov Se vedno niso povsem jasni. Se manj pa se
ve o winkih nanomaterialov, ki jih ne smatramo za toksi. Poleg tega je le malo znanega
tudi o vplivu razlénih snovi na metabolizem lipidov v celicah. Meddalplive spada tudi
poveana tvorba lamelarnih telesc (Anderson in Borl&6).

Lamelarna telesca so skupki fosfolipidov v celicdd, obicajno sluzijo kot zaloga

fosfolipidov. Njihova povéana koltina je znak pojava fosfolipidoze. Fosfolipidoza je
stanje okvarjenjga delovanja lizosomov, ki se cdrazmanjSani razgradnji fosfolipidov,
ti pa se zato nalagajo v obliki lamelarnih tele€Redsor, 1989; Anderson in Borlak, 2006).

Do fosfolipidoze pride lahko zaradi redkih gendtskapak ali zaradi vnosa t.i. amfifilnih
kationskih zdravil v celice. Pred kratkim pa so zpgojav kopienja fosfolipidov tudi kot
posledico stika celic z nekaterimi nanomaterialia(hh sod., 2012; Wang in Petersen,
2013).

1.1 HIPOTEZE

1. Nanodelci zaradi motenja metabolizma fosfolipidgprozijo povéano tvorbo
lamelarnih telesc v celicah A549.

2. Ker razléni nanodelci raztino vplivajo na procese v celicah, je inteziteta gtanja
tvorbe lamelarnih telesc ob izpostavljenosti ceidicnim nanodelcem razina.

1.2 NAMEN

Namen naSe naloge je prilagoditev in optimizacijatode za ugotavljanje prisotnosti
lamelarnih telesc loveskih pljiEnih celicah A549 s ponmép fluorescentnih barvil.
Barvilo, ki smo ga uporabili, je namenjeno ugotanjj pojava fosfolipidoze (Shahane in
sod., 2013). Nioi in sodelavci (2007) so ugotovilia zanesljivost uporabe barvila
LipidTOX za vrednotenje fosfolipidoze 100-odstotramesljiva.

S prilagojeno metodo smo Zeleli preveriti ali naglodsilicijevega dioksida in bakrovega
oksida motijo metabolizem fosfolipidov, tako da @pjo poveano tvorbo lamelarnih
telesc v celicah.
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Z dobljenimi rezultati smo zeleli vsaj delno razjsisvpliv nanomaterialov na bioloSke
procese Vv celicah, predvsem na metabolizem inzirtgidov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 NANOMATERIALI IN NANODELCI

Nanomateriali so materiali, ki so sestavljeni izrigonent, manjSih od nekaj 100 nm vsaj v
eni dimenziji. Nanodelci so najpogosteje uporalbljpanomateriali. Zaradi majhnosti
imajo nanodelci drugae fizikalne lastnosti in kemijsko reaktivnost kaelci, veji od
nekaj 100 nm iz istega materiala (Buzea in sod)720Predvsem je pomembno visoko
razmerje med povrSino in volumnom nanodelcev — ifigaa povrSina. Zaradi visoke
specifcnhe povrSine imajo nanodelci viSjo povrsinsko reakdst kot delci, v&i od nekaj
100 nm (Jang in sod., 2001).

Vir izpred 12 let navaja, da je &ea nanodelcev, ki jih najdemo v naravi, naravnega
izvora, le okoli 10 % nanodelcev je antropogenemyara (Taylor, 2002). Antropogeni
nanodelci so stranski produkti pri izgorevanju (npanodelci avtomobilskih izpuhov), v
zadnjih desetletjih pa nastajajo tudi pri réazih industrijskih procesih. Ker se
nanotehnologija hitro razvija in Siri, se pduge tudi kolcina nanodelcev industrijskega
izvora, ki pridejo v stik z ljudmi in drugimi orgami (Buzea in sod., 2007). Umetno
proizvedeni nanomateriali se uporabljajo na taii podrajih, in sicer v kemijski
industriji, energetiki, informacijskih tehnologijalv tekstilni in prehrambni industriji,
kozmetiki in gradbeniStvu ter v medicini in biold§kvedah (Buzea in sod., 2007). V
biomedicinskih podrgih se na primer razvija metodologija ciljanegatdofanja zdravil s
pomazjo nanodelcev (Cho in sod., 2008).

Nanomateriali pridejo v stik z ljudmi in drugimi etertarji najpogosteje prek koze,
prebavnega trakta ali dihal. Ker so majhni, lahkoteh vstopnih predelov preidejo v
obtctila, iz obtail pa do drugih organov in celic (Buzea in sod.Q20

Nanodelci vstopajo v celice s potjo fagocitoze, makropinocitoze ali difuzije. &ia
vstopa je odvisen od vrste nanomaterialov, naeje od fizikalno-kendinih lastnosti
materiala (npr. od velikosti, oblike, naboja, tverkkupkov) pa tudi od tipa celic, v katere
vstopajo (Unfried in sod., 2007).

Citotoksicnost nanodelcev izvira iz poskodbe &eih organelov; njihova najpogostejSa
taka so plazemske membrane in njihovi encimski kongpleler mitohondriji in
endoplazemski retikulum. PoSkodbe mitohondrijev ktahsprozijo apoptozo celice
(programirano cetno smrt) (Unfried in sod., 2007). Poleg tega pajin@anodelci, ki
vplivajo tudi na delovanje célhega jedra, genotoKsie lastnosti — povztajo poskodbe
genskega zapisa (Schins in Knaapen, 2007; Unfnisdd., 2007).

Dokazano je tudi, da se nanodelci kjpi v lizosomih (Shapero in sod., 2011). Pri tem
lahko povzréajo napake v delovanju lizosomov, kar pripelje manpr do nabiranja
nerazgrajenih substratov v lizosomih. Posledicaakap delovanju lizosomov je, da se
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porusi homeostaza teh substratov, lahko pa pridedo napak v celhem transportu in
signalizaciji (Stern in sod., 2012).

Mnogi nanomateriali povzt@jo Skodo celicam tudi prek oksidativhega stresagek
povzraijo s sprozenjem nastanka reaktivnih kisikovih sgpROS) (Buzea in sod., 2007).
ROS lahko povzréijo oksidativne posSkodbe biomolekul (tudi DNA), pgltega pa sluzijo
tudi kot signalne molekule in z njihovim nastankaamodelci sprozijo signalne kaskade,
ki vplivajo na proliferacijo celic, calho smrt in vnetne odzive (Unfried in sod., 200HaE
od teh kaskad vklguje aktivacijo kaspaz, ki so pomembne komponentesprozeniju
apoptoze (Kang in sod., 2009; Mukherjee in Byrrd,3).

2.1.1 Vpliv nanodelcev na metabolizem lipidov

Nanodelci prek vpliva na signalne poti v celicalhkia vplivajo tudi na metabolizem
lipidov. Raziskava, ki so jo opravili Wang in soati (2012), je pokazala, da zlati
nanodelci pri vinski musicilfrosophila melanogaster) vplivajo na delovanje signalizacije,
povezane s potjo, v kateri sodelujejo ré&zdi kinaze, ki imajo kljeno vliogo pri nadzoru
metabolizma celic. Med temi je tudi kinaza, ki gceptor za rapamicin (mTOR) in je
posebej pomembna za nadzor metabolizma in sinifgizeV. Kinaza mTOR ob aktivaciji
posredno sprozi prepisovanje genov, katerih prads&telujejo pri sintezi razinih
lipidov (magobne kisline, holesterol, sfingolipidi, fosfatidilolin in fosfatidil glicerol)
(Peterson in sod., 2011; Laplante in Sabatini, 2009

Wang in sodelavci (2012) so pricilnkah vinskih music, ki so jih hranili z zlatimi
nanodelci, opazili pow&no aktivnost kinaze fosfoinozitol 3 (PI3K), kina&kt in kinaze
MTOR ter povéane ravni lipidov v celicah mé&sbnih telesc. Mehanizem pasane
aktivnosti teh kinaz so razlagali s poaajem cekinega privzema nutrientov, ki ga
sprozijo nanodelci, ali pa z aktivacijo kinaz Akt PI3K, ki se povéa zaradi spremembe
oblike celtne membrane ob endocitozi nanodelcev.

Ceprav je bilo opravljenih Ze veliko raziskav za taytjanje, kako razéini nanodelci
delujejo na raztine organizme, organe ali celice, mehanizmi njihavegliva na bioloske
sisteme Se vedno niso popolnoma jasni. Pri temoselo malo raziskanimki, ki jih
Stejemo za Skodljive; mednje spada tudi tvorba lamé telesc (Anderson in Borlak,
2006).

2.1.2 Nanodelci, uporabljeni v nalogi

V nalogi smo uporabili nanodelce silicijevega dioks (nano-SiQ) in nanodelce
bakrovega oksida (nano-CuO).

Nano-SiQ med drugim uporabljajo za izdelavo avtomobilskibmg ciljano dostavo
zdravil, terapijo proti raku in za biosenzorje (gan sod., 2010).
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V nalogi uporabljeni nano-Sgdmajo naslednje lastnosti: zeta potencial (eléireticni
potencial pri koloidnih disperzijah) je -27 mV, po&na velikost, dobljena s portjo
meritev dinaminega sipanja svetlobe (DLS — ang. dynamical ligtdttering), je v
deionizirani vodi 488 nm, v c€lnem mediju (DMEM - ang. Dulbecco's modified eagle's
medium) pa 719 nm.

Nano-CuO se uporabljajo kot industrijski katalizgitéer pri izdelavi polprevodnikov,
baterij, mikroelektronskih naprav, barv, tekstila plastike (Siddiqui in sod., 2013;
Dastjerdi in Montazer, 2010).

Lastnosti v nalogi uporabljenih nano-CuO so nagkedndestilirani vodi je zeta potencial
-24 mV, v pufru PBS pa -16 mV, v obeh je povma velikost, dobljena s portjo
meritev DLS, med 500 nm in im. Stopnja odtapljanja bakrovih ionov z uporableni
nano-CuO je v destilirani vodi majhna, v ¢akkm mediju pa visoka (priloga B).

2.2 LAMELARNA TELESCA IN FOSFOLIPIDOZA

Lamelarna telesca so znotrajé¢ak strukture - skupki fosfolipidov, ki v afajnih pogojih
sluzijo znotrajceinemu shranjevanju fosfolipidov in njihovi sekre¢fichmitz in Mller,
1991). Veliko jih je predvsem v pkuih celicah, kjer se fosfolipidi uporabljajo kot
surfaktanti (Mason in Crystal, 1998). Opazena da tidi v endotelnih celicah, celicah
plijucnega mezotelija, celicah sluznice prebavnega traktaekaterih drugih tipih celic
vretertarjev (Schmitz in Muller, 1991)

Pove&ano Stevilo lamelarnih telesc v celicah je morfeiagnak prisotnosti fosfolipidoze
(Reasor, 1989)Fosfolipidoza je stanje, kjer pride do zmanjSar@pige razgrajevanja
lipidov v lizosomih (Anderson in Borlak, 200apo takih motenj v delovanju lizosomov
lahko pride zaradi genetskih napak, na primer pentann-Pickovi bolezni, kjer gre za
mutacije v genih, ki sodelujejo pri transportu zgradnji fosfolipidov in holesterola
(Roszell in sod., 2012).

Do fosfolipidoze pa lahko pride tudi zaradi vnosaamfifilnih kationskih zdravil v celico.
To so zdravila, katerih kemijska zgradba véjje hidrofilni obr@ in hidrofobne regije.
Takih zdravil je vé kot 50, mednje pa spadajo nekateri antibiotikiticEpresivi,
antipsihotiki, zdravila za zdravljenje aritmij inekatera druga zdravila (Anderson in
Borlak, 2006). Med bolj znana amfifiina kationskdravila spada propranolol (blokator
beta receptorjev adrenetgega sistema), ki je kot pozitivna kontrola upogeabltudi v
nasi nalogi (stukturna formula je prikazana naislik Propranolol se v klighe namene
uporablja kot sredstvo proti hipertenziji,¢sim aritmijam, glavkomu, tremorju in
nekaterim drugim simptomom (Rang in sod., 2012)183
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Slika 1: Strukturna formula propranolola (Propramol, 2014)

Obstaja vé hipotez o mehanizmu nastanka z zdravili spodbujesilipidoze. Halliwell
(1997) je predpostavljal, da do fosfolipidoze priler so amfifilna kationska zdravila, ki
imajo bazéne lastnosti, zaradi kislosti v lizosomu protonaaRrotonirana oblika zdravila
ne more prehajati preko hidrofobne membrane lizasamje v lizosomu ujeta. Zaradi
vezave amfifiinih kationskih zdravil na fosfolipid@astanejo kompleksi, ki niso
razgradljivi in se kogiijo v obliki lamelarnih telesc (Halliwell, 1997).

Druga hipoteza predpostavlja, da je nastanek lamhblaelesc povezan z inhibicijo
delovanja fosfolipaz. Nekatera kationska amfifirtavila (npr. propranolol, klorokin) naj
bi inhibirala delovanje fosfolipaz A1, A2 in C zrelktno vezavo na te encime (Halliwell,
1997). Druga moznost je, da pride do inhibicije ogahja fosfolipaze Al zaradi
nevtralizacije naboja membrane lizosoma, ki jo po¥ip kationska amfifiina zdravila
(Mingeot-Leclercq in sod., 1988). Do inaktivacijgdsomskih encimov bi lahko priSlo tudi
zaradi poviSanja vrednosti lizosomskega pH, ki gezpcti kopicenje bazinih amfifilnih
kationskih zdravil v lizosomu (LiGllman in sod., 87

Ena od teorij pravi, da do fosfolipidoze pride zhrpoveane sinteze fosfolipidov in
holesterola v celici (Hutchinson, 2008; Sawadaoith. s2005).

Reasor in Kacew (2001) ter Lowe in sodelavci (208®predpostavljali, da obstaja velika
verjetnost, da razlhe snovi povzréajo fosfolipidozo prek razinih mehanizmov. Poleg
tega so Lowe in sodelavci (2012) s p@poaouporabe réunalniSkega modela izfanali, da
sta verjetna mehanizma sprozitve fosfolipidoze tiakibicija delovanja fosfolipaz kot tudi
pove&ana biosinteza holesterola.

Fosfolipidoza oziroma nastanek lamelarnih telesc i, po mnenju nekaterih
raziskovalcev, lahko tudi céhi mehanizem razstrupljanja, kit celice pred amfifilnimi
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ksenobiotiki. Opazili so nam¢gda so bila lamelarna telesca eksocitirana, kdahko bil
n&in izlo¢anja teh snovi iz celic (Wang in Petersen, 2013;M&od., 2011).

Poleg amfifilnih kationskih zdravil naj bi fosfoiglozo povzréali tudi nekateri

nanomateriali. Wang in Petersen (2013) sta ugapwdéa z lipidi obdani zlati nanodelci
povzra@ajo poveanje tvorbe lamelarnih telesc ¥loveSkih pnevmocitih  A549.
Predpostavljala sta, da je tvorba lamelarnih telesini mehanizem za izolacijo in
odstranjevanje zlatih nanodelcev iz celice.

Podobno razlago so predstavili tudi Simon-Deckersodelavci (2008), ki so opazili, da je
pri ¢loveskih pljienih celicah A549, izpostavljenih ogljikovim nano&awn, prisotnih veé
lamelarnih telesc kot pri kontrolnih celicah.

Tudi Ma in sodelavci (2011, 2012) so pri izpostavitlveolarnih makrofagov nanodelcem
cerijevega oksida (Cel opazili pové€ano koltino lamelarnih telesc v teh celicah in
njihovi okolici.

Schleh in sodelavci (2009) so ob izpostavitvi ftjiln surfaktantov nanodelcem titanovega
dioksida opazili pojav deformacije in zmanjSanjanédarnih telesc, obenem pa tudi
poveano koltino unilamelarnih veziklov. Hkrati so opazili tudia so se manjsi skupki
nanodelcev nakogili med lamelami lamelarnih telesc.

Tudi druge raziskave so pokazale, da se dlazhianomateriali kogijo znotraj lamelarnih
telesc (Singh in sod., 2007; Stearns in sod. 2011).

2.2.1 Metode za ugotavljanje prisotnosti lamelarnih telesc

Pojav fosfolipidoze se dota z vrednotenjem prisotnosti lamelarnih telesc licab.
Doslej se prisotnost in k@ino lamelarnih telesc najpogosteje in r@pkoviteje dol@a z
uporabo transmisijskega elektronskega mikroskoaM)I' Ker so metode pri uporabi
TEM dolgotrajne in zapletene, mnogi poskusajo rtajige metode za ovrednotenje pojava
fosfolipidoze (Shahane in sod., 2013). NekatertcssposkusSali z vrednotenjem izrazanja
genov, ki sovpadajo s pojavom fosfolipidoze (Motttes sod., 2006; Nioi s sod., 2007,
Atienzar in sod., 2006). V zadnjedasu pa se kot metoda za opredelitev prisotnosti
fosfolipidoze v celicah uveljavlja uporaba fluorestnih barvil, kot so HCS LipidTOX,
NBD-PE (difitanoil glicero fosfoetanolamin nitro meoksadiazolil), NBD-PC (palmitoll
nitrobenzoksadiazolil aminoheksanil glicerofosfohpin Nil rdece (Mesens s sod., 2009;
Nioi s sod., 2007; Park s sod., 2012; Shahane.s 2013).

2.3CLOVESKE PLJWNE CELICE A549

Celicna linija A549 izvira iz¢loveSkega pljtnega adenokarcinoma in predstavlja model
pnevmocitov tipa Il (Nardone in Andrews, 1979). iCelA549 tvorijo plasti z enakimi
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lastnostmi, kot jih imajo pnevmociti tipa Il. Medudjim vsebujejo za pnevmocite tipa Il
zn&ilna lamelarna telesca, ki so enakomerno porazueljo celicah (Foster in sod.,
1998). Ta so pomembna za izdelavo surfaktantovssgpnevmociti tipa Il v dihalnih
poteh odgovorni za preptieev zlepljanja pljgnih mestkov, kar je dosezeno s potijo
surfaktantov (Van Lenten in sod., 2004; Schlehoith. 52009).

Celicno linijo A549 so uporabili v mnogih raziskavahrazlicnin podraij, tako v zvezi z
metabolizmom zdravil (Foster in sod., 1998) in imlagijo (Roy in sod., 2014) kot tudi s
toksikologijo. Pretgevali so tudi vpliv raztinih nanodelcev na celice A549, med drugim
tudi vpliv nano-SiQ (Nowak in sod, 2014) in nano-CuO (Ahamed in s@@10) na te
celice.

2.4 METODE, UPORABLJENE V NALOGI

V nalogi smo uporabili metode za ugotavljanje aksicnosti nanodelcev ter
fluorescentno barvanje in metode za merjenje im@0sti fluorescence celic.

2.4.1 Ugotavljanje citotoksi¢nosti nanodelcev

Da bi ugotovili, katere koncentracije nanodelcevzsocelice A549 citotok&ine, smo v
nalogi uporabili test citotok&nosti z reagentom 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5ehil
tetrazolijevim bromidom (MTT) in test privzema béamnevtralno rdée (NR).

Test MTT temelji na pretvorbi spojine MTT (3-(4,5ktiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolijev bromid) v kristale formazana v mitolloijih zivih celic. S tem se doéo
metabolno aktivnost celic. Bistvo te metode jepdareakciji pretvorbe MTT v formazan
pride do spremembe barve: MTT je rumen, formazarwijmdi ¢en. Bolj ko je doldena
spojina strupena, ¥ebo mrtvih celic, ki niso metabolno aktivne in padiéno bo
absorbanca, izmerjena v vijetiem spektru, nizjalemazar in sod., 2013).test privzema
barvila NR pa nam poda informacijo o stabilnostbomov v celicah (Repetto in sod.,
2008).

Test privzema barvila nevtralno k@e nam da informacijo o metabolizmu celic in
stabilnosti lizosomov. Temelji na sposobnosti Miabi celic, da v lizosomih veZejo barvilo
nevtralno rdeée. Za privzem barvila je potrebna energija, s kas® vzpostavljene kisle
vrednosti pH v lizosomih. Torej bolj ko je tretmaupen, manj barvila nevtralno ke
bodo celice privzele, kar se bo poznalo na izmérjenednostih absorbance (Repetto in
sod., 2008).
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2.4.2 VVrednotenje koli¢ine fosfolipidov (prisotnosti lamelarnih telesc) v celicah

Za vrednotenje kaline fosfolipidov (morda lamelarnih telesc) v cehcamo uporabili
fluorescentno barvilo, vezano na fosfolipide HSPpidlTOX (LipidTOX). To barvilo za
celice ni citotoksino, deluje pa tako, da ga dodamo vaai goji&e in pustimo, da celice
uporabijo fosfolipide iz barvila LipidTOX. Osnovnprincip vrednotenja kaltine
fosfolipidov v celicah s pomigo barvila LipidTOX je, da celice, pri katerih padio okvar
v metabolizmu fosfolipidov, privzemajo in kago vecje kolicine s fluorescentnim
barvilom ozné&enih fosfolipidov kot celice, pri katerih fosfolgiwze ni, in je posledno
izmerjena fluorescenca pri teh celicah cmgiSa (HCS..., 2006). Po mnenju Nioi in
sodelavcev (2007), ki so v svoji raziskavi prevenginkovitost dveh metod (izrazanje
dolocenih genov in uporaba barvila LipidTOX) za ovredmpe pojava fofolipidoze, je
zanesljivost uporabe barvila LipidTOX za vrednogenjosfolipidoze 100-odstotno
zanesljiva. Zanesljivost teh metod so v omenjeniskavi opredelili tako, da so preverili
ali metodi pokazeta pozitiven rezultat za fosfalgmo pri tretiranju celic z zdravili, ki so
znani povzreitelji fosfolipidoze ter z zdravili, ki naj fosfgidoze ne bi povzkala.

2.4.3 Merjenjeintenzivnosti fluorescence
Intenzivnost fluorescence smo merili s p@jpopret@ne citometrije, obenem pa smo z

epifluorescednim mikroskopom pregledali preparate celic, obaitvasm fluorescentnim
barvilom LipidTOX.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 GOJENJE CELIC

Celice smo shranjevali in presajali v ¢akem laboratoriju na Katedri za zoologijo Oddelka
za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljjaili. Cloveske pljgne celice A549
(ATCC, Manassas, Virginia, ZDA) smo goijili v céliem mediju DMEM (Sigma-Aldrich)

z dodanim fetalnim govejim serumom (FBS — ang.lfetaine serum), L-glutaminom in
antibiotikoma penicilinom in streptomicinom v inkatorju Memmert s 5 % CQOin
vlazenim ozrgjempri 37 °C. Vsi reagenti in ostali materiali, ki pasli v stik s celicami,
so bili sterilni.

3.1.1Presgjanjecelic

Celice smo presajali enkrat na 3—4 dni. Presaahib gh v laminarni vertikalni komori MC
12-1 (Iskra PI1O). Najprej smo odstranili medij, iceldvakrat sprali s fosfatnim pufrom
(PBS — ang. phosphate buffered saline) (Sigma-&idlin jih tripsinizirali 6 minut z 1-1,5
mL tripsina TripleSelect. Po tripsinizaciji smo icel prestavili v 15-mililitrsko
centrifugirko in jih skupaj z medijem centrifugird minut pri 1100 obratih na minuto
(rpm) v centrifugi Centric 322B (Tehtnica). Po temo supernatant odlili in dodali 10 mL
medija, premesali in celice presteli na citometririk®r-Tlrk s svetlobnim invertnim
mikroskopom Axio Vert.Al (Zeiss). Celice smo prefad posodico Nunc (Thermo
Scientific) s povr&ino 25 oziroma 75 &nin sicer 2,5 x10* celic na cm.

3.2 PRIPRAVA SUSPENZIJ NANODELCEV

Suspenzije nanodelcev smo pripravili tako, da smdaitnici AB54-S (Metler Toledo)
natehtali ustrezne kéine nanodelcev in jih razrédi v destilirani vodi, tako da smo dobili
suspenzije koncentracije 10 mg/mL. Nanodelce snmtaliev Laboratoriju za sploSno
zoologijo na Katedri za zoologijo Oddelka za bigjodiotehniSke fakultete Univerze v
Ljubljani. Suspenzije nanodelcev smo dali pred aporv avtoklav.

Uporabili smo nano-Sig) ki smo jih prejeli od sodelavcev v evropskem ekaj
NanoValid, in nano-CuO (Sigma Aldrich). Karaktegga obojih hanodelcev so opravili
sodelavci iz evropskega projekta NanoValid (nekapttatov karakterizacije je prikazanih
v prilogi A).

Pred pripravo nanodelcev razlih koncentracij za tretiranje celic smo priprange
suspenzije nanodelcev vsaj 30 minut soniciralitkaalvaini vodni kopeli Sonis (Iskra Pio)
v HistoloSkem laboratoriju na Katedri za zoologifirddelka za biologijo BiotehniSke
fakultete Univerze v Ljubljani.
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3.3 TEST MTT

Test MTT smo uporabili za merjenje vpliva nano-Si@nano-CuO na metabolizem celic
A549.

3.3.1 Priprava vzorcev

Vzorce za test MTT smo pripravili v c&hiem laboratoriju na Katedri za zoologijo
Oddelka za biologijo BiotehniSke fakultete Univexzkjubljani. Celice A549 smo nasadili
v mikrotitrske ploge s 96 vdolbinicami, tako da je bilo v eni vdollginr000 celic. Celice
smo nasadili le v 8 stolpcev, v ostale 4 pa small@d 100uL medija. Celice smo potem
za 24 ur pustili v inkubatorju pri 37 °C, da sopsirdile na dno vdolbinic. Po inkubaciji
smo v vdolbinice dodali 5L suspenzije nanodelcev, ki smo jo pred tem 30 tinu
sonicirali in jo razreéili v mediju, tako da smo dobili nanodelce v raalh
koncentracijah. Naredili smo tudi negativho kordrokjer smo celicam dodali 50L
medija, ter pozitivno kontrolo, kjer smo jim dod&D uL 0,75 mM vodikovega peroksida.
Celice s tretmaji in kontrole smo pustili za 24vunkubatorju pri 37 °C.

Koncentracije nanodelcev, ki smo jih uporabili,sgorazlikovale glede na vrsto nanodelcev
in so prikazane v preglednici 1. Za vsak posaméztma smo naredili 8 ponovitev.

Preglednica 1: Koncentracije nanodelcev Si@ano-SiQ) in CuO (nano-CuO), uporabljene pri izvedbi testa
MTT in testa privzema barvila nevtralno t8e(NR)

Vrsta nanodelcev Uporabljene koncentraqijg/fnL]
nano-CuO 1, 2,5, 10, 50in 100
nano-SiQ 1,5,10,50in 100

Po tretiranju celic smo v vsako vdolbinico dod&ill. MTT in celice vrnili v inkubator
za 3 ure, da je potekla indikatorska reakcija. féb urah smo izsesali medij in v vsako
vdolbinico dodali 100uL topila za formazan — dimetil sulfoksid (DMSO). Rodatku
DMSO smo nekaj minut @akali in pretresli mikrotitrsko plé®, da so se kristali
formazana dobro raztopili.

3.3.2 Spektofotometri¢no merjenje absorbance
Intenzivnost absorbance vsebine posamezne vdotbmacmikrotitrski plo& smo merili

pri 570 nm na mikréitalcu Dynex Revelation (Dynex Technologies) v nmci na
Katedri za biokemijo Biotehniske fakultete Univerzgjubljani.
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3.4 TEST PRIVZEMA BARVILA NEVTRALNO RDEE (NR)

Test privzema barvila NR smo uporabili za merjevpiva nano-SiQ in nano-CuO na
metabolizem celic A549.

3.4.1 Priprava vzorcev

Priprava vzorcev za test privzema barvila NR jeckpala enako kot priprava vzorcev za
test citotoksinosti MTT, s to razliko, da smo po tretiranju celiamesto reagenta MTT
dodali 16 uL 0,4 mg/mL barvila NR, ki smo ga pred uporabo @&t na rotacijskem
meSalniku Vortexer (select BioProducts), in celicaili v inkubator za 2 uri, da je potekla
indikatorska reakcija. Po dveh urah smo izsesatlipme v vsako vdolbinico dodali 100L
topila za barvilo NR, ki vsebuje 1 % ocetne kisli® % etilnega alkohola in 49 %
destilirane vode. Po dodatku tega topila smo nekayt paakali in pretresli mikrotitrsko
plo&o, da so se kristali barvila dobro raztopili.

Koncentracije nanodelcev, ki smo jih uporabili aatést, so bile enake kot za test MTT
(pregl. 1). Za vsak posamezen tretma smo naregitirivitev.

3.4.2 Spektofotometriéno merjenje absorbance

Intenzivnost absorbance vsebine posamezne vdotbmacmikrotitrski plo& smo merili
pri 550 nm na mikréitalcu Dynex Revelation proizvajalca Dynex Techmiés v
merilnici na Katedri za Biokemijo BiotehniSke fatete Univerze v Ljubljani.

3.5 FLUORESCENNA MIKROSKOPIJA

S pomdgjo epifluorescetnega mikroskopa smo pregledali preparate celicyvainéh s
fluorescentnim barvilom LipidTOX (Invitrogen), inaulano ocenili kokino fosfolipidov
v celicah.

Vzorce smo pripravili v cethem laboratoriju na Katedri za zoologijo Oddelkabraogijo
BiotehniSke fakultete Univerze v Ljubljani. Mikrosjaske preparate smo pregledali v
mikroskopirnici na Katedri za zoologijo Oddelka bsologijo BiotehniSke fakultete
Univerze v Ljubljani.

3.5.1 Priprava vzorcev
Celice A549 smo nasadili na pt@Ss 24 vdolbinicami, v katere smo polozili stekedca

premerom 10 oziroma 12 mm. V vdolbinice smo nasdgl x 10° celic na crfiin jih
pustili v inkubatorju 24 ur pri 37 °C, da so sea®pritrdile na podlago. Po 24 urah smo iz
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vdolbinic izsesali medij in celice tretirali s 190 suspenzije nanodelcev, ki smo jo pred
tem 30 minut sonicirali in jo razréi v mediju, tako da smo dobili nanodelce v raalh
koncentracijah. Naredili smo tudi negativho kordrad 150 uL medija in pozitivho
kontrolo s 150QuL 30-uM propranolola. V vdolbinice s tretmaji in kontraldasmo dodali
Se 150uL s fluorescentnim barvilom oz&enih fosfolipidov LipidTOX (Invitrogen).
LipidTOX je bil pripravljen po navodilih proizvajea (HCS..., 2006). Celice smo tretirali
48 ur v inkubatorju pri 37 °C.

Pri pripravi vzorcev za vrednotenje prisotnostiféiipidoze v celicah smo pri svojem delu
uporabili nanodelce v koncentracijah, ki za cedél9 niso zelo strupene, da ne bi preve
celic odmrlo pred meritvami. Uporabljene koncenjeaso prikazane v preglednici 2.

Preglednica 2: Koncentracije nano-$id nano-CuO, uporabljene pri pripravi vzorcev aaeglnotenje
kolicine lamelarnih telesc s pokjo fluorescetine mikroskopije

Vrsta nanodelcev Uporabljene koncentraqijg/fnL]
nano-CuO 2,5in10
nano-SiQ 10in 50

Po tretiranju smo odsesali medij, celice spraliufrggn PBS in dodali 1 mL 3,5 %
formaldehida za fiksacijo celic. Po 20-minutni fikg§i smo stekelca ponovno sprali s
pufrom PBS in jih polozili na objektna stekelca, katera smo prej kapnili kapljico
nosilnega medija Vectashield (Vector laboratoriés)e upaasnil bledenje fluorescence.
Uporabljeni nosilni medij vsebuje tudi fluorescemtharvilo 4',6-diamidino-2-fenilindol

(DAPI), ki modro obarva DNA in sluzi za lazjo lokadcijo celic.

3.5.2 Pregled mikroskopskih preparatov

Preparate smo opazovali z epifluorescem mikroskopom Axiolmager.Z1 (Zeiss). Za
ekscitacijo fluorescence smo uporabljali svetlobtovne dolzine 450-490 nm. Slike smo
zajeli s pomojo programa AxioVision. Pri 400-kratni posevi je bil cas izpostavitve 1,28
S, intenzivnost svetlobe pa 76%.

3.6 PRET@NA CITOMETRIJA

S pom@jo preta@nega citometra smo ovrednotili kiiho fosfolipidov v celicah, obarvanih
s fluorescentnim barvilom LipidTOX.

3.6.1 Priprava vzorcev

Vzorce za meritve na pretoem citometru smo pripravili v céhem laboratoriju na
Katedri za zoologijo Oddelka za biologijo BiotehmasSfakultete Univerze v Ljubljani.
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Celice A549 smo nasadili na mikrotitrske ples 96 vdolbinicami, tako da je bilo v eni
vdolbinici 15000 celic. Celice smo za 24 ur pustilinkubatorju pri 37 °C, da so se
pritrdile na dno vdolbinic. Potem smo iz vdolbinizsesali medij in dodali 5QuL
suspenzije nanodelcev, ki smo jo pred tem 30 msouicirali in jo razredli v mediju,
tako da smo dobili nanodelce v r&nih koncentracijah. Naredili smo tudi negativho
kontrolo s 50uL medija ter pozitivno kontrolo s 5(L 30-uM propranolola. V vsako
vdolbinico smo dodali tudi 5L s fluorescentnim barvilom ozdenih fosfolipidov
LipidTOX. Pri vsakem tretmaju smo pustili eno vdaibo brez barvila in namesto tega
dodali 50uL medija. Tretirane celice oziroma kontrole so lkubirane pri 37 °C 12, 24
in 48 ur. Celice, tretirane z nano-CuO v konceijmacl, 2 in 5ug/mL, so bile posebej
inkubirane tudi 72 ur in 7 dni.

Koncentracije nanodelcev, uporablijene pri pripraxgorcev za vrednotenje tvorbe
lamelarnih telesc v celicah s préno citometrijo, so prikazane v preglednici 3. Najpr
smo uporabili nano-CuO v koncentracijah 5 ingfdmL. Ko smo ugotovili, da pri nano-
CuO v koncentraciji 1@g/mL veliko celic odmre pred meritvami, smo datigs (27 ur in
7 dni) tretirali celice Se z nano-CuO v nizjih kentracijah (1, 2, jg/mL).

Pri 12-, 24- in 28-urni izpostavitvi se je Stevdonovitev za posamezen tretma razlikovalo
glede na tretma. Izmerili smo 14 vzorcev negatvoetriole, po 7 vzorcev celic pozitivhe
kontrole (tretirane s 3(QM propranololom) in celic, tretiranih z nano-Si® razliénih
koncentracijah ter po 3 vzorce celic, tretiranihano-CuO v raztinih koncentracijah. Pri
72-urni izpostavljenosti celic smo naredili po $puitve za vsak posamezen tretma. Pri 7-
dnevni izpostavljenosti pa smo naedili po 4 pon@vita vsak posamezen tretma.

Preglednica 3: Koncentracije nano-3ith nano-CuO, uporablijene pri pripravi vzorcev zaritwe
fluorescence celic s portjo pretane citometrije

Vrsta nanodelcev Uporabljene koncentraqijg/fnL]
5in 10 (tretirano 12, 24 in 48 ur)
nano-CuO ) ) ) )
1,2in 5 (tretirano 72 ur in 7 dni)
nano-SiQ 1,5,10,50in 100

3.6.2 Merjenjeintenzivnosti fluor escence celic na preto¢nem citometru

Intenzivnost fluorescence celic smo merili v lalorgu za klinicno biofiziko na
Ortopedski Kliniki v Ljubljani.

Po tretiranju celic smo odstranili medij, celiceaps 50uL pufra PBS in jih 10-20 minut
tripsinizirali s 40 pL tripsina TripleSelect. Po tripsinizaciji smo a&i sprali z dna
vdolbinic s 100uL medija in jih skupaj z medijem dali v mikro cafigirke, v katerih
smo jih 7 minut centrifugirali na 250 rcf. Po temme odstranili supernatant in celice
resuspendirali v 20QuL pufra PBS. Intenzivnost fluorescence celic smmaali pri
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valovni dolzini 525/50 nm, z ekscitacijo pri valavdolzini 488 nm, na pretmem
citometru MACSQuant (MACS Miltenyl Biotec).

3.7 ANALIZA PODATKOV
3.7.1 Analizarezultatov testaMTT in testa privzema barvila NR

Za analizo podatkov testa MTT in testa privzemavite™NR smo uporabili programsko
opremo MS Office excel.

Najprej smo za nanodelce vsake koncentracije irkevdantrole izréunali povpréno
vrednost absorbance, izmerjene na vsebini vdolpkjé ni bilo celic, ampak le medij in
nanodelci. Te vrednosti smo potem odsteli od vretirabsorbance, izmerjenih na vsebini
vdolbinic s celicami za ustrezen tretma. &naali smo povprga in standardne deviacije
(SD) meritev absorbance za nanodelce posamezneikoacije oziroma kontrol. Naredili
smo tudi studentov t-test za primerjavo med memiivaaegativhe kontrole in ostalih
tretmajev, kjer nas je zanimala vrednps€e je bila ta manj$a od 0,05, smo rezultat Steli
za statistino zn&ilno razlicen.

3.7.2 Analiza rezultatov, dobljenih z uporabo pretoénega citometra

Za analizo podatkov, pridobljenih z uporabo pfetmga citometra, smo uporabili
programsko opremo MACSQuant, FCS Express in MScO#ixcel.

Pri meritvi enega vzorca (ene bioloSke ponovitva) preténem citometru smo dobili
izratunano povpréno vrednost intenzivnosti fluorescence za okoli 5000 celic. To
vrednost smo uporabljali za naslednje ¢mrze. Od povprga meritev intenzivnosti
fluorescence obarvanih celic doémega tretmaja (izéananega iz povptg posameznih
vzorcev) smo odsteli povpie meritev intenzivnosti fluorescence neobarvarehcc(iz
vdolbinice, kjer nismo dodali barvila) ustreznegatrhaja. Izraunali smo tudi SD in
naredili studentov t-test za primerjavo intenzivin@isiorescence pri kontrolnih celicah in
pri celicah, tretiranih z nanodelci v ragzlih koncentracijah oziroma 3@M
propranololom.
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4 REZULTATI
4.1 REZULTATI TESTOV CITOTOKSINOSTI
4.1.1 Citotoksiénost, izzvana z nanodelci CuO

Citotoksitnost nano-CuO oziroma njihov vpliv ha metabolizeeliccsmo ugotavljali s
spektrofotomettinim merjenjem absorbance posameznih vzorcev. Reeukh testov za
nano-CuO prikazujemo na sliki 2 (test MTT) in sliki(test privzema barvila NR). Pri
rezultatih obeh testov je razlika med viabilnosi@ic pri negativni in pozitivni kontroli
(0,75 mM HO,) velika.

4.1.1.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT

Pri rezultatih testa MTT (sl. 2) lahko opazimo, dae&lanjem koncentracije nanodelcev
povprena viabilnost oziroma metabolizem celic pada. Zenpno-CuO koncentracije 1
ug/mL je povpréna viabilnost celic zmanjSana pod 90 % viabilndgtntrole, pri
koncentraciji 2ug/mL pa je viabilnost padla na priblizno 70 % vlabsti kontrole. Nano-
CuO v koncentracijah 50 in 1Q@/mL Ze m@&no zmanjSajo metabolizem celic (pod 20 %
viabilnosti kontrole).

Primerjava meritev citotok&mnosti pri posameznih koncentracijah nanodelcev inh p
negativni kontroli je pokazala statisto znd&ilno razliko pri vseh koncentracijah nano-
CuO (< 0,01).
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Slika 2: Rezultati testa MTT — povirea viabilnost celic v odstotkih viabilnosti pri kinoli (kontrola je
100 %) pri 24-urnem tretiranju z nanodelci CuO @&uO) v razknih koncentracijah oziroma pri
negativni (kontrola) in pozitivni (0,75-mM vodikqeroksid - HO,) kontroli. Prikazana je primerjava
med viabilnostjo kontrolnih celic in viabilnostj@pameznih tretmajev @& SD, n = 8; *p < 0,01)

4.1.1.2 Rezultati, pridobljeni s testom privzenaavida NR

Tudi rezultati testa privzema barvila NR (sl. 3) mukazali, da z v@&njem koncentracije
nanodelcev povpetma viabilnost celic pada. Nano-CuO koncentracijggbnlL povzr@ijo
zmanjSanje viabilnosti celic pod 80 % viabilnostnkrole. Nanodelci v koncentracijah 50
in 100 png/mL pa zmanjSajo metabolizem celic pod 40 % vradsti celic negativne
kontrole.

Pri rezultatih testa privzema barvila NR je statisd znd&ilna razlika opazna pri vseh
koncentracijah nanodelcev, razen pri koncentracijg/mL, kjer vrednosp ni manjSa od
0,05 (sl. 3).
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Slika 3: Rezultati testa privzema barvila NR — p@¢pa viabilnost celic v odstotkih kontrole (kontrg&a
100 %) pri 24-urnem tretiranju z raalimi koncentracijami nano-CuO oziroma pri negatigkontrola) in
pozitivni (0,75-mM vodikov peroksid - 3D,) kontroli. Prikazana je primerjava med viabilnoskontrolnih
celic in viabilnostjo posameznih tretmajev{X8D, n = 8; p < 0,05 **p < 0,01)

4.1.2 Citotoksiénost, izzvana z nanodelci SiO»

Citotoksitnost nano-Si@ oziroma njihov vpliv na metabolizem celic smo wdjali s
spektrofotomettinim merjenjem absorbance posameznih vzorcev. Réztgh testov za
nano-SiQ so prikazani na sliki 4 (test MTT) in sliki 5 (tg&rivzema barvila NR). Za vsak
posamezen tretma smo naredili 8 ponovitev. Priltatzin obeh testov je razlika med
viabilnostjo celic pri negativni in pozitivni kot (0,75 mM HO,) velika.

4.1.2.1 Rezultati, pridobljeni s testom MTT

Pri rezultatih testa MTT (sl. 4) lahko opazimo, ma tretiranju z nano-Si®z veanjem
koncentracije povptma viabilnost oziroma metabolizem celic pada, verdatudi pri

e

ug/mL povzr@i zmanjSanje viabilnosti celic pod 80 % viabilndstntrolnih celic.

Pri rezultatih testa MTT je razlika med izmerjenitotoksicnostjo nano-Si@ pri vseh
koncentracijah in citotok&nostjo pri negativni kontroli statistio zn&ilna (p < 0,01 pri
vseh koncentracijah nano-Si®@azen pri koncentraciji fg/mL, kjer jep < 0,05) (sl. 4).
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Slika 4: Rezultati testa MTT — povgire viabilnost celic v odstotkih kontrole (kontrgéa100 %) pri 24
urnem tretiranju z nanodelci Si@nano-SiQ) v razliénih koncentracijah oziroma pri negativni (kontri
in pozitivni (0,75-mM vodikov peroksid - #,) kontroli. Prikazana je primerjava med viabilno
kontrolnih celic in viabilnostjo posameznih treteajx+ SD, n = 8; < 0,05; **p < 0,01)

4.1.2.2 Rezultati, pridobljeni z testom privzenaaMila NR

Rezultati testa privzema barvila NR (sl. 5) so pallia da pri tretiranju z nano-Sx
vecanjem koncentracije ni stati&tio zn&ilnega padanja viabilnosti oziroma metabolizma
celic. Vendar pa smo opazili, da nano-gN@zejo bavilo NR ter zato interferirajo z
meritvami, kar pomeni, da meritve niso zaneslji@pazna je tudi velika razprSenost
rezultatov posameznih meritev pri dédmem tretmaju (visoke vrednosti SD). Pri
rezultatih testa privzema barvila NR statist zn&ilnih razlik ni.
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Slika 5: Rezultati testa privzema barvila NRevpre&na viabilnost celic v odstotkih kontrole (kontrgé
100 %) pri 24-urnem tretiranju z raatimi koncentracijami nano-Sig®ziroma pri negativni (kontrola)
pozitivni (0,75-mM vodikov peroksid - #,) kontroli. Prikazana je primerjava med viabilno
kontrolnih celic in viabilnostjo posameznih treteajx+ SD, n = 8; *p < 0,01)

4.2 REZULTATI PREGLEDA FLUORESCENTNO OBARVANIH PREARATOV Z
EPIFLUORESCENNIM MIKROSKOPOM

S pom@jo fluorescerine mikroskopije smo opredelili kélno fosfolipidov in s tem
lamelarnih telesc v celicah, obarvanih s fluoresdem barvilom LipidTOX. Na sliki 6 so
prikazane kontrolne celice, na sliki 7 pa celideskbile izpostavljene 3AM propranololu
in predstavljajo pozitivno kontrolo.

Na preparatu z obarvanimi kontrolnimi celicami (atdgna kontrola) lahko opazimo
obarvane strukture v notranjosti celic (sl. 6).
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Slika 6: Posnetek celic negativne kontrole pri 40@ni poveavi z
epifluorescetinim mikroskopom. Celice so bile 48 ur inkubirar
celicnem mediju in obarvane z barvilom LipidTOX. a, bzline
posnetka celic istega vzorca; modra&jica ozn&uje intenzivnej
obarvane fosfolipidne strukture v celici; obkroZz¢mana izmed cel
na preparatu, rda pugica ozn&uje neobarvano jedro.

Na preparatu s celicami pozitivne kontrole {(8@-propranolol) (sl. 7) je v primerjavi z
negativno kontrolo (sl. 6) opazno izredno velikov@@anje koltine fluorescentno
obarvanih struktur v celicah.
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Slika 7: Posnetek celic pozitivne kontrole pri 40@ini pove&avi in
enaki osvetlitvi kot celice negativne kontrole ziflepprescenim
mikroskopom. Celice so bile 48 ur izpostavljene 3@ propranololt
in obarvane z barvilom LipidTOX. a, b: ragia posnetka celic iste
vzorca; modra pufca ozn#uje intenzivneje obarvane fosfolipic
strukture v celici; obkroZzena jena izmed celic na preparatu, &d
pugica ozn&uje neobarvano jedro.

4.2.1 Kali¢inefosfolipidov v celicah, tretiranih z nanodelci CuO

Na spodnijih slikah so prikazane celice, ki so B8ur tretirane z nano-CuO v razlih
koncentracijah. Slika 8 prikazuje celice, tretiran@ano-CuO v koncentraciji gg/mL,
slika 9 prikazuje celice, tretirane z nano-CuO wdentraciji 5ug/mL, slika 10 pa
prikazuje celice, tretirane z nano-CuO v koncenmjird0@ ug/mL.

Na preparatu s celicami, ki so bile 48 ur izpogénd nano-CuO v koncentracijii@y/mL
(sl. 8), je opaziti malo mmejSo fluorescenco kot pri negativni kontroli @).in bistveno
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SibkejSo kot pri pozitivni kontroli (sl. 7). Opaziémo tudi, da je pri nekaterih celicah
obarvanje v&e kot pri drugih.

Slika 8: Posnetek celic pri 400atni poveavi
epifluorescetnim mikroskopom. Celice so bile 48

izpostavljene nan&uO v koncentraciji 21ig/mL in obarvane
barvilom LipidTOX. a, b: raztina posnetka celic istega vza
modre pusice ozn&ujejo intenzivneje obarvane fosfolipic
strukture v celici; obkrozena je ena izmed celipregparatu, rds
pugica ozn&uje neobarvano jedro.

z

Na preparatu s celicami, ki so bile 48 ur izpogénd nano-CuO v koncentracijipfs/mL

(sl. 9) je opazna ntmejSa fluorescenca kot pri preparatu z negativnatrké (sl. 6) in
nano-CuO v nizji koncentraciji (sl. 8) ter Sibkel&at pri pozitivni kontroli (sl. 7). Tudi pri
teh preparatih smo opazili, da je pri nekaterilcedl obarvanje \ge kot pri drugih, kar je
posebej opazno na sliki 9b.
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Slika 9: Posnetek celic pri 400atni pove&avi
epifluorescetnim mikroskopom. Celice so bile 48
izpostavljene nano-CuO v koncentraciju§/mL in obarvane
barvilom LipidTOX. a, b: razéina posnetka celic istega vzoi
modre pu&ice ozn&ujejo intenzivneje obarvane fosfolipic
strukture v celici; obkroZena je ena izmed celicpnaparatt
rdeta pugica ozné&uje neobarvano jedi

z

Na preparatu s celicami, ki so bile 48 ur izpogéad nano-CuO v koncentraciji 1@/mL
(sl. 10) lahko vidimo ve& fluorescentno obarvanih struktur kot pri negatikontroli (sl. 6)
in pri istih nanodelcih nano-CuO v nizjih koncewrffah (sl. 8 in sl. 9). Prav tako je
fluorescenca SibkejSa kot pri preparatu s pozitivkontrolo (celice, tretirane s
propranololom) (sl. 7). Ponovno pa smo na prepaogazili neenakomerno obarvanje

celic.
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Slika 10: Posnetek celic pri  400-kratni posei z
epifluorescetinim mikroskopom. Celice so bhile 48

izpostavljene nan@uO v koncentraciji 1Qug/mL in obarvane
barvilom LipidTOX. a, b: raztina posnetka celic istega vzoi
modre pudice ozn&ujejo intenzivneje obarvane fosfolipic
strukture v chkci; obkrozena je ena izmed celic na prepa
rdeta pugica ozn&uje neobarvano jedro.

4.2.2 Kali¢inefosfolipidov v celicah, tretiranih z nanodelci SIO,

Slika 11 predstavlja celice, tretirane z nano-SiCkoncentraciji 10ug/mL, slika 12 pa

celice, tretirane z nano-SiOv koncentraciji 50ug/mL. Celice so bile nanodelcem
izpostavljene 48 ur.

Na preparatu s celicami, ki so bile 48 ur izpogéadnano-SiQ v koncentraciji 1Qug/mL
(sl. 11), vidimo, da je fluorescenca celic ¢nejSa kot pri preparatu s kontrolnimi celicami
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(sl. 6), vendar so opazne fluorescentno obarvam&tste tudi na povrsini celic in ne le v
notranjosti. Zato gre morda za aterfakt, ki ga posao nano-SiQ. Fluorescenca je

ponovno SibkejSa kot na preparatu s pozitivno kdotsl. 7).

Slika 11: Posnetek celic pri 400atni poveéavi z
epifluorescetinim mikroskopom. Celice so bile 48

izpostavljene nano-SiOv koncentraciji 10ug/mL in obarvane
barvilom LipidTOX. a, b: raztina posnetka die istega vzorc:
modre pudice oznaujejo intenzivneje obarvane fosfolipic
strukture v celici; obkrozena je ena izmed celi@neparatu, rd&
pu&ica ozn&uje neobarvano jedro.

Na preparatu s celicami, ki so bile 48 ur izpogéadnano-SiQ v koncentraciji 5Qug/mL
(sl. 12), vidimo, da je fluorescenca celic inejSa kot pri preparatu s kontrolnimi celicami
(sl. 6) in SibkejSa kot pri preparatu s pozitivmaniolo (sl. 7). Opazimo lahko, da so na
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povrSini celic nabrani obarvani skupki, &mo je obarvana tudi okolica celic, kjer so samo
nanodelci (sl. 12, oz®ano z belimi pudcami), kar pomeni, da se fluorescentno barvilo
LipidTOX veze tudi na same nano-SiO

Qe

Slika 12: Posnetek celic pri 400atni poveéavi 2z
epifluorescetinim mikroskopom. Celice so bile 48 ur izpostavl|
nano-SiQ v koncentraciji 50 ug/mL in obarvane z barvilo
LipidTOX. a, b: razlkna posnetka celic istega vzorca; m
pu&ice ozn&ujejo intenzivneje obarvane fosfolipidne struktw
celici; bele puSice ozn#ujejo predele, kjer so samo nano-giO
obkrozena je ena izmed celic na preparatuiagrigica ozn&uje
neobarvano jedro.
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4.3 REZULTATI MERITEV INTENZIVNOSTI FLUORESCENCE N PRETQCNEM
CITOMETRU

Na slikah 13, 14 in 15 so prikazane powvpee vrednosti intenzivnosti fluorescence pri
merjenju na pretmem citometru, in sicer za celice, tretirane z RGO (sl. 13 in sl. 14)
in nano-SiQ (sl. 15) v razkinih koncentracijah. Celice so bile tretmajem izpukéne 12,
24 in 48 ur (sl. 13 in sl. 15) oziroma 72 ur in i @sl. 14). Vrednosti fluorescence so
prikazane glede na vrednost fluorescence pri nagatontroli (pri kontroli so vrednosti
fluorescence 100 %).

Opazimo lahko, da je pri vseh enakdisovnih izpostavljenostih celic raziim tretmajem
izmerjena velika razlika v povpfei intenzivnosti fluorescence med celicami negativn
kontrole in celicami, izpostavljenimi 3@M propranololu (pozitivha kontrola).

Na sliki 13 lahko opazimo, da pri povpreh vrednostih fluorescence celic pri 12-urnem
tretiranju z nano-CuO koncentracijska odvisnosbpézna in tudi ni statigtho zn&ilno
razlicna od povpréne intenzivnosti fluorescence pozitivne kontrola. 2-urni in pri 48-
urni izpostavljenosti je povpEaa intenzivnost fluorescence celiccjgekot pri povpréni
fluorescenci kontrolnih celic in tudi stati&tio znd&ilno razlicna ter z viSanjem
koncentracije raste.
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w12 ur
m24 ur
48 ur

Intenzivnost fluorescencev % kontrole

Kontrola Propranolol 3uM 5 ug/mL nano-CuO 1@g/mL nano-
CuO

Tretma

Slika 13: Rezultati meritev na préteem citometru — povptea intenzivnost fluorescence celic v odstotkih
intenzivnosti fluorescence pri kontroli (kontrole j100 %) pri tretiranju z nano-CuO v r&nlih
koncentracijah oziroma pri negativni (kontrola) pozitivni (30uM propranolol) kontroli. Celice so bile
tretmajem izpostavljene 12, 24 in 48 ur. Intenzatrituorescence celic, izpostavljenih engksa nano-CuO
v razlicnih koncentracijah oziroma 3tM propranololu, je primerjana z intenzivnostjo ftascence celic,
ustrezno¢asovno izpostavljenih samo mediju (kontrola)x 6D, Stevilo bioloskih ponovitev za kontrolne
celice je 14, za celice pozitivnhe kontrole 7, zdicee tretirane z nano-CuO, pa 3p X 0,05 za 12 ur
izpostavljene celicep®< 0,05 za 24 ur izpostavljene celige 0,05 za 48 ur izpostavljene celice).

Na sliki 14 so prikazane povpree vrednosti intenzivnosti fluorescence pri merena
preta&nem citometru za celice, tretirane z nano-CuOopkiite tretmaju izpostavljene 72 ur
in 7 dni. Pri 72-urni in 7-dnevni izpostavljenostano-CuO je opazna rast powne
vrednosti fluorescence celic v odvisnosti od kom@emje nanodelcev. Stati&tio zn&ilna
razlika za 72 ur tretirane celice je prisotna @no-CuO v koncentracijah 1 ingg/mL.
Statisttno zndilna razlika za 7 dni tretirane celice se pojavimano-CuO v koncentraciji
5 ug/mL.
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Intenzivnost fluorescencev % kontrole

Kontrola Propranolol 1 pg/mL 2 pg/mL 5 pg/mL
30uM nano-CuO nano-CuO nano-CuO

Tretma

Slika 14: Rezultati meritev na préteem citometru — povptea intenzivnost fluorescence celic v odstotkih
intenzivnosti fluorescence kontrole (kontrola jed19) pri tretiranju z nano-CuO v raahih koncentracijah
oziroma pri negativni (kontrola) in pozitivni (30M propranolol) kontroli. Celice so bile tretmajem
izpostavljene 72 ur in 7 dni. Intenzivnost fluoresce celic, izpostavljenih enakasa nano-CuO v razhih
koncentracijah oziroma 30M propranololu, je primerjana z intenzivnostjo ftascence celic, ustrezno
¢asovno izpostavljenih samo mediju (kontrola)}: 8D, Stevilo bioloSkih ponovitev za vse celices& bile
tretmajem izpostavljene 72 ur, je 3, za celicep&pvljene 7 dni, pa 4;p*< 0,05 za 72 ur izpostavljene
celice, p < 0,05 za 7 dni izpostavljene celice.

Na sliki 15 je videti, da intenzivnost fluorescerc®iSanjem koncentracije nano-Si(
podaljSevanjentasa tretiranja naréa. Pri pregledu preparatov celic, izpostavljenihaia
SiO,, pa smo s fluorescénim mikroskopom ugotovili, da je to posledica vezdarvila
LipidTOX na nano-SiQ(sl. 12).



31
Prevc A. Vpliv izbranih nanomaterialov na tvorbenkarnih telesc v celicain vitro.
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotefika fakulteta, 2014

2200 ~ a
2000 T
1800
1600
1400
1200 a

1000 0 [ mi2ur
200 -

800 O_I24UI’
il B
o
*Ta . |
o 2 x o @ « 0@ 1
— T T T —
1 I
T = e al i

600 48 ur
400 -

Kontrola Propranolol 1pg/mL  5pg/mL 10pg/mL 50pug/mL 100pg/mL
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Slika 15: Prikaz rezultatov meritev na pr@tem citometru — povpéea intenzivnost fluorescence celic v
odstotkih intenzivnosti fluorescence kontrole (kotd je 100 %) pri tretiranju z nano-SIQ razlicnih
koncentracijah oziroma pri negativni (kontrola) ppzitivni (30uM propranolol) kontroli. Celice so bile
tretmajem izpostavljene 12, 24 in 48 ur. Intenzatrituorescence celic, izpostavljenih engksa nano-CuO
v razlicnih koncentracijah oziroma 3@M propranololu, je primerjana z intenzivnostjo ftascence celic,
ustrezno¢asovno izpostavljenih samo mediju (kontrola)x 6D, Stevilo bioloskih ponovitev za kontrolne
celice je 14, za celice pozitivne kontrole in celidretirane z nano-CuO, pa 7p X 0,05 za 12 ur
izpostavljene celicep®< 0,05 za 24 ur izpostavljene celige 20,05 za 48 ur izpostavljene celice.



32
Prevc A. Vpliv izbranih nanomaterialov na tvorbenkarnih telesc v celicain vitro.
Mag. delo, Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotelika fakulteta, 2014

5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV NANODELCEV NA METABOLIZEM CELIC

S testi citotokginosti smo Zeleli dolkdti koncentracije nanodelcev, ki pkiloveskih
plju¢nih celicah A549 Se ne povziao opaznejSihdinkov na metabolizem celic.

Ob primerjavi uporabljenih metod citotoksosti (test MTT in privzem barvila NR) lahko
opazimo, da rezultati testa privzema barvila NRgZao manjSo citotok&nost oziroma
manjSe zmanjSanje metabolizma celic pri tretiranjnano-CuO kot test MTT. Pri testu
privzema barvila NR je viabilnost celic zmanjSam@a80 % viabilnosti kontrolnih celic pri
tretmaju nano-CuO v koncentracijigg/mL (sl. 3), pri testu MTT pa ze pri nano-CuO v
koncentraciji 2ug/mL (sl. 2).

Ti rezultati so delno podobni rezultatom, ki so ghbili Ahamed in sodelavci (2010) v
svoji raziskavi, kjer so med drugim preiskovaliotitksnost nano-CuO pri celicah A549.
Ugotovili so, da je test privzema barvila NR v pmgu pokazal malo manjSo
citotoksinost kot test MTT. V obeh primerih pa je bila oik$icnost posameznih
koncentracij nano-CuO pri njihovih rezultatih manf®t pri nasih rezultatih.

Sklepamo torej, da nano-CuO, ob 24-urni izpostaolg celic A549 tem delcem,
zmanjSajo metabolizem celic A549.

Rezultati citotoksinosti nano-Si@so pri obeh metodah za déémje citotoksinosti dokaj
podobni, saj pri obeh pade viabilnost celic pod%8Qylede na kontrolne celice Sele pri
tretiranju z nano-Si®v koncentraciji 50ug/mL (sl. 4 in sl. 5). Nano-SiKJimajo torej
veliko man;jSi vpliv na metabolizem celic A549 kano-CuO. Poleg tega lahko opazimo,
da je pri testu privzema barvila NR razprSenostltatov zelo velika (visoke vrednosti
SD) (sl. 5), kar je najverjetneje posledica inteigknanodelcev z barvilom. Potrdili smo,
da sama suspenzija nano-i@rez celic in obarvana z barviiom NR doprinese k
izmerjenim vrednostim absorban@®iloga D). To pomeni, da test privzema barvila NiR
najprimernejSa metoda za déémje citotoksinosti nano-Si@

Podobne rezultate, kot so nasi, so dobili tudiibisodelavci (2006), ki so (sicer z drugimi
metodami) preiskovali citotok8iost nano-Si@ pri celicah A549. Ugotovili so, da
viabilnost celic z viSanjem koncentracije nano-Si2lo p@&asi pada, in zaklgili, da
nano-SiQ nimajo znatnegadinka na celice.
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5.2 TVORBA LAMELARNIH TELESC

Tvorbo lamelarnih telesc oziroma kbho fosfolipidov v celicah smo vrednotili s
fluorescentnim barvanjem celic A549. Intenzivnoktofescence celic smo izmerili s
poma:jo pret@nega citometra, poleg tega pa smo pregledali pagpabarvanih celic tudi
Z epifluorescetnim mikroskopom.

Pri pregledu preparatov celic, obarvanih s fluoeestim barvilom LipidTOX, smo z
epifluorescednim mikroskopom opazili zelo Sibko fluorescenco kwintrolnih celicah in
zelo m@no fluorescenco pri celicah, tretiranih s @@ propranololom, ki predstavljajo
pozitivho kontrolo. Enako smo opazili tudi pri réatih meritev s preinim citometrom,
kar pomeni, da je uporabljena metoda, ki sicer iSspioSno razSirjena, uporabna za
dokazovanje kodine fosfolipidov v celicah. Ti rezultati se ujemagorezultati raziskave
Shahane in sodelavcev (2013) ter Park in sodela{@@i2), v kateri so prvi z uporabo
rdetega barvila LipidTOX in drugi z uporabo kaaga in zelenega bavila LipidTOX
ugotovili, da propranolol povzia fosfolipidozo v celicah HepG2.

Pri uporabi metode fluorescentnega barvanja papeembno, da kombiniramo metode za
vizualizacijo (mikroskopija) in metode za kvantditijo (pret@éna citometrija), zato da se
prepricamo, da pri kateri izmed metod ni priSlo do pornigga rezultata zaradi artefaktov.

Pri pregledu preparatov z epifluoreséeim mikroskopom smo opazili, da je fluorescenca
celic, ki so bile 48 ur izpostavljene nano-CuO ehtrazlénih koncentracijah (1, 5 in 10
pug/mL) (sl. 8-10), malo mmejSa od fluorescence pri kontrolnih celicah (9l. Budi
rezultati, dobljeni z uporabo preétega citometra, kazejo, da je powpra intenzivnost
fluorescence celic, ki so bile izpostavljene nanC veja od povpréne intenzivnosti
fluorescence kontrolnih celic. 1z tega lahko skiepada nano-CuO povztajo pov€&ano
kolicino fosfolipidnih struktur (morda lamelarnih telgse celicah, ki je odvisna od
koncentracije nano-CuO, ki so ji izpostavljene ali

Zagotovo lahko r&emo, da je priSlo do povanja koltine fosfolipidov v celicah pri 48-
dnevnem tretiranju z nano-CuO v koncentraciji §§/mL, ker je tam povprma
intenzivnost fluorescence, izmerjena s pfebm citometrom, veliko viSja (skoraj 5-krat)
kot pri kontrolnih celicah. Pri nanodelcih niZjilbikcentracij pa ne moremo z gotovostjo
trditi, da je prislo do tovrstnihdinkov.

Ti rezultati se ujemajo z ugotovitvami raziskavtetd rezultati so pokazali poviSano
vsebnost lamelarnih telesc v celicah A549, pri aporazltnih nanomaterialov, kot so

zlati nanodelci (Wang in Petersen, 2013) in ogljixananocevke (Simon-Deckers in sod,
2008).

Zanimivo je, da pri daljSem tretiranju celic z na@oO (72-urno in 7-dnevno tretiranje)
fluorescenca celic ne raste oziroma se celo zmanamerjavi z 48-urnim tretiranjem
(npr. pri tretiranju z nano-CuO v koncentraciju§/mL (sl. 13 in 14)). Mogee je, da po

dolocenemcasu tretiranja ¢inek poveanja koltine fosfolipidov v celicah izzveni, morda
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zato, ker si celice s porjo kakSnega obrambnega mehanizma opomorejo, kae bi
ujemalo s teorijo, ki pravi da je tvorba lamelarrigiesc in njihova ekskrecija &a
izlo¢anja nanodelcev iz celic (Wang in Petersen, 2018jivkod., 2011).

Ker je pri uporabljenih nano-CuO stopnja odtapiabgkrovih ionov visoka (glej prilogo
B), bi bila povéana vsebnost fosfolipidov lahko posledica delovégjarovih ionov. Zato
bi bilo zanimivo preveriti, ali do zviSanja intemmpsti fluorescence celic pride tudi pri
izpostaviti celic bakrovim ionom.

Primerjava parametrov citotoksiosti in pojava fosfolipidnih struktur pokaze nekaj
podobnosti. Ob 24-urnem tretiranju celic z nano-Ck@ncentracije 10ug/mL je
citotoksiénost in vsebnost fosfolipidov malo visja kot pria&n dolgem tretiranju z nano-
CuO v koncentraciji ug/mL (sl. 2-3 in sl. 13). Prav tako je razlika wotokscnosti in v
vsebnosti fosfolipidnih struktur pri 72-urnem tratiju v primerjavi s 24-urnim tretiranjem
celic z nano-CuO v koncentracijifg/mL zelo podobna.

Pri mikroskopskem pregledu preparatov celic, kibde 48 ur tretirane z nano-Siy
koncentracijah 5 in 1@g/mL, smo opazili pow&ano intenzivnost fluorescence, vendar
smo pri teh preparatih opazili tudi, da zaradi wezaporabljenega fluorescentnega barvila
na te delce fluorescirajo tudi sami nano-$i®ar je Se posebej opazno na sliki 12.
Rezultati meritev na pretoem citometru kazejo, da celice, tretirane z nai@S/
naragajocih koncentracijah s koncentracijo bolj fluoresairdjot kontrolne celice. Glede
na ugotovitev, da nano-Si®@ezejo uporabljeno barvilo, pa ti rezultati nismesljivi.

Zakljucimo lahko, da nano-CuO povzi@o poveéano koltino fosfolipidnih struktur
(morda lamelarnih telesc), kar potrjuje naso prymtezo. Glede dinkov nano-SiQ ne
moremo niesar z gotovostjo trditi, saj ti delci vezejo ugayano fluorescentno barvilo in
s tem motijo meritve, ki zato niso zanesljive.

Druge hipoteze ne moremo niti potrditi niti ovireker zaradi nezanesljivih rezultatov pri
tretiranju celic z nano-SKO wtinkov uporabljenih nanodelcev na posao tvorbo
lamelarnih telsc ne moremo primerjati. So pa rezulestov citotoksinosti pokazali, da so
nano-CuO bolj citotoksni za celice A549 kot nano-SiOkar bi lahko bila posledica
delovanja bakrovih ionov, ki se odtapljajo z nanoSC

Ker se uporabljeno barvilo LipidTOX veZze na raémé fosfolipide, ne moremo z
gotovostjo trditi, da so povane intenzivnosti fluorescence res znak gawe kolEine
lamelarnih telesc. Zato bi bilo za potrditev na®@hultatov potrebno preparate pregledati
Se s TEM in primerjati katino lamelarnih telesc pri kontrolnih celicah in icah,
izpostavljenih obojim nanodelcem v r&rih koncentracijah. Poleg tega bi bilo smotrno
preveriti tudi, ali se nanodelci zadrzujejo v nojosti lamelarnih telesc, demer so
poraiali nekateri raziskovalci (Singh in sod., 2007;&8ie in sod. 2011).
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6 SKLEPI

S pomdgjo testa MTT in testa privzema barvila NR smo ugtitoda dodatek
nano-CuO vpliva na metabolizettoveskih plj&nih celic A549, in sicer je vpliv
odvisen od koncentrcije nanodelcev, ki so ji izpagéene celice. &inek na celice
se pozna Ze pri nano-CuO v najmanjSi uporabljenckatraciji (1ug/mL).

Prav tako smo s ponj testa MTT in testa privzema barvila NR ugotqvida
imajo nano-SiQ vpliv na metabolizem celic A549, vendar pa je tmek man;Si
kot pri nano-CuO. Obenem smo ugotovili, da je f@svzema barvila NR pri
uporabi nano-SiO2 nezanesljiv, ker se barvilo NRevea te nanodelce.

Pri pregledu preparatov z epifluoresé@m mikroskopom in z meritvami na
pretaanem citometru smo po @akovanjih opazili zelo veliko razliko med
intenzivnostjo fluorescence pri kontrolnih celicah celicah, tretiranih s 30M
propranololom, ki so predstavljale pozitivno komdo Pri celicah pozitivhe
kontrole je bila intenzivnost fluorescence veliki$ja kot pri celicah negativne
kontrole.

Z uporabo fluorescentnega barvanja celic A549 smgotavili, da nano-CuO
povzratajo poveéano vsebnost fosfolipidnih struktur in s tem lamaila telesc v
celicah A549.

Nano-SiQ zaradi vezave z uporabljenim fluorescentnim bamil LipidTOX
motijo meritve intenzivnosti fluorescence obarvaoéiic na preténem citometru
in zato uporabljena metoda sama po sebi ni najpniejEa za vrednotenje kaine
lamelarnih telesc v celicah, izpostavljenih nan®-Si

Za potrditev povéane kolEine lamelarnih telesc, in ne katerih drugih fogfwhih
struktur v celici, bi bilo potrebno preparate pesiti Se s transmisijskim
elektronskim mikroskopom in primerjati k&ino lamelarnih telesc pri kontrolnih
celicah in celicah, izpostavljenih obojim nanodatcerazliénih koncentracijah.
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7 POVZETEK

Hiter razvoj nanotehnologij v zadnjih desetletjiospeSuje izdelavo in uporabo
nanomaterialov za raZhe namene. S$asno se powelje tudi potreba po testiranju
njihovih vplivov na zive organizme in njihove cai¢Buzea in sod., 2007). Strupenostni
vplivi nanomaterialov na celice so relativno dolpaznani. SlabSe raziskani pa so vplivi
nanomaterialov na ceéhe odzive, ki jih ohkiajno Se ne opredelimo kot strupenost. Prav
tako je tudi slabSe raziskan vpliv r&ziih snovi na metabolizem lipidov in fosfolipidov v
celicah. Med taksne ¢inke uvr&€amo tudi sprozitev povane tvorbe znotrajcé€hih
lamelarnih telesc (Anderson in Borlak, 2006).

Lamelarna telesca so znotraj¢ak strukture - skupki fosfolipidov, ki at@jno sluzijo
shranjevanju lipidov v celicah (Schmitz in Millek991). Pové&ano Stevilo lamelarnih
telesc v celicah je morfoloski znak fosfolipidoE®sfolipidoza je stanje, pri katerem pride
do zmanjSane stopnje razgrajevanja fosfolipidoizeslomih ter do njihovega kaf@nja v
lamelarnih telescih. Ta motnja ¢bjno nastane ob vnosu amfifilnih, pozitivno nabitih
snovi v celico. Med drugim je povana tvorba lamelarnih telesc tudi stranskinak pri
uporabi t.i. amfifilnih kationskih zdravil (Anderadn Borlak, 2006). NovejSe raziskave so
pokazale, da pride tudi ob stiku celice z nekatemanomateriali do povane tvorbe
lamelarnih telesc (Ma in sod., 2012; Wang in Petgr2013).

Pri svojem delu smo nameravali prilagoditi metodougotavljanje prisotnosti lamelarnih
telesc wloveskih pljwenih celicah A549 s pongo fluorescentnih barvil, ki so hamenjena
za uporabo pri opredelitvi pojava fosfolipidozepMagojeno metodo smo testirali vpliv

nanodelcev silicijevega dioksida (nano-8iOn bakrovega oksida (nano-CuO) na
poveanje tvorbe lamelarnih telesailoveskih pljwenih celicah A549. Hkrati smo preverili

tudi citotokséni vpliv obojih nanodelcev na celice A549.

Pri izdelavi naloge smo gojiktloveske pljgne celice A549, uporabili smo metode za
testiranje citotokshosti, ki nam dajo informacijo o stanju metabolizmaelicah (test
MTT in test privzema barvila nevtralno k). Za opredelitev kaline fosfolipidov v
celicah smo uporabili tudi fluorescentno barvanjeigorabo na fosfolipide vezanega
fluorescentnega barvila LipidTOX (Invitrogen). Invnost fluorescence celic smo merili
S pomajo pret@ne citometrije in fluoresc&ne mikroskopije. Pri pripravi vzorcev za
meritve fluorescence celic s potjm preta@ne citometrije smo celice A549 izpostavili
nanodelcem v razinih koncentracijah za 12 ur, 24 ur in 48 ur. Nang2Cv nizjih
koncentracijah smo celice A549 izpostavili tudi G2in 7 dni. Pri pripravi vzorcev za
pregled z epifluorescénim mikroskopom smo celice A549 izpostavili nanceeh v
razlicnih koncentracijah za 48 ur.

Rezultati so pokazali, da so nano-CuO bolj citoi@ks oziroma bolj zmanjSajo
metabolizem celic A549 kot nano-SiAQJcinek na celice A549 se nandr@ozna Ze pri
tretiranju z nano-CuO v koncentracijiu/mL, pri uporabi nano-Si$pa pri skoraj nobeni
uporabljeni koncentraciji viabilnost celic ne pauted 70 % glede na viabilnost kontrolnih
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celic. Zato smo za ovrednotenje Ratie lamelarnih telesc uporabili koncentracije nano-
CuO, ki so bile nizje od uporabljenih koncentra@no-SiQ.

V nalogi smo optimzirali metodo barvanja celic goflescentnim barvilom, vezanim na
fosfolipide LipidTOX. Pri pregledu preparatov z #porescednim mikroskopom in z
meritvami na prettnem citometru smo namfeopazili zelo veliko razliko med
intenzivnostjo fluorescence pri kontrolnih celicah celicah, tretiranih s 30M
propranololom, ki so predstavljale pozitivno kothitdPri celicah pozitivne kontrole je bila
intenzivnost fluorescence veliko viSja kot pri calh negativne kontrole. Pomembno pa je,
da pri uporabi metode fluorescentnega barvanja kuimno metode za vizualizacijo
(mikroskopija) in metode za kvantifikacijo (prét@ citometrija), zato da se prejamo,

da pri kateri izmed metod ni priSlo do pozitivhegaultata zaradi artefaktov.

Pri fluorescentnem barvanju celic, tretiranih z ®&uO, smo opazili povano
intenzivnost fluorescence v primerjavi s kontrolhioelicami. Povpréna intenzivnost
fluorescence celic je rasla z viSanjem koncengacgno-CuO. To pomeni, da nano-CuO
povzraiajo povéano vsebnost fosfolipidov in s tem lamelarnih telescelicah A549.
Hkrati smo opazili, da intenziteta fluorescen@@som izpostavitve celic nanodelcem raste
do 48-urne izpostavitve, pri daljSetasu izpostavitve pa se ne s preminja oziroma celo
pada. To smo si razlagali s tem, da si celice trasje pomgjo obrambnih mehanizmov po
daljSem¢asu opomorejo.

Tudi za celice, tretirane z nano-$jOsmo na pretmem citometru izmerili wg§o
intenzivnost fluorescence kot pri kontrolnih celicavendar smo z uporabo
epifluorescednega mikroskopa opazili, da zaradi vezave z upjaibh fluorescentnim
barvilom fluorescirajo tudi sami nano-SitZaradi te ugotovitve ne moremo potrditi, da
nano-SiQ povzraijo povetano tvorbo lamelarnih telesc v celicah A549. Upbesia
metoda torej sama po sebi ni najprimernejSa zanatedje kolkine fosfolipidnih struktur

v celicah, tretiranih z nano-S;0O

Ker se uporabljeno barvilo LipidTOX veze na rémé fosfolipide, ne moremo z
gotovostjo trditi, da so poxane intenzivnosti fluorescence res znak game Koltine
lamelarnih telesc. Zato bi bilo za potrditev reatdv potrebno preparate pregledati Se s
transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) inimperjati kolicino lamelarnih telesc
pri kontrolnih celicah in celicah, izpostavljenihb@im nanodelcem v razih
koncentracijah.
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PRILOGA A
KLASIFIKACIJA NANODELCEV, UPORABLJENIH V NALOGI

Klasifikacijo v nalogi uporabljenih nanodelcev goravili sodelavci iz evropskega projekta
NanoValid. Meritve zeta potenciala nano-CuO in n&m0, v razlicnin medijih sta
opravila Peter DuSak in Darko Makovec z Institutdef Stefan. Meritve DLS (s porEjo
katerih dol@imo velikost nanodelcev) za nano-Sif@ opravil Roberto Hanoi Labrador iz
NLAB (Nanologica AB), za nano-CuO pa sta jih opfaweter DuSak in Darko Makovec
z Instituta Jozef Stefan (sl. A2).

Na sliki Al je prikazan posnetek nano-%i® TEM, ki ga je pripravil Superb Misra z
Birminghamske univerze.

& o f
100 fen

Slika Al: Posnetek nano-Si@ TEM

Na sliki A2 je prikazana velikostna porazdelitevwaaCuO v koncentraciji 14g/mL v
pufru PBS in v destilirani vodi, izmerjena s pafjuoDLS.
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Slika A2: Velikostna porazdelitev nano-CuO v korteaciji 10 pg/mL v pufru PBS (levo) in v destilirani
vodi (desno). Meritve sta opravila Peter DuSak arkd Makovec iz Instituta JoZef Stefan.



PRILOGA B
ODTAPLJANJE BAKROVIH IONOV Z NANODEL CEV BAKROVEGA OKSIDA

V preglednici B1 so prikazani rezultati meritev ragke absorpcijske spektroskopije
(AAS), ki predstavljajo koliino odtapljanja ionov bakra z nano-CuO v r&zilh medijih.
Opazimo lahko, da so koncentracije bakra woeln mediju viSje od koncentracij bakra v
destilirani vodi ter, da so pri nano-CuO v viSjibricentracijah tudi koncentracije bakra
visje.

Preglednica B1: PovpEae koncentracije bakra (Cu) s standardno devigeijoanodelcih bakrovega oksida

(nano-CuO) v raziinih koncentracijah v cé&lnem mediju in v destilirani vodi. Meritve je s potjmatomske
absorpcijske spektroskopije opravila Tea Romiha&iniSke fakultete.

Koncentracija Cu [mg/L]

nano-CuO v

o . nano-CuO v destilirani vodi
celicnem mediju

l[zvorni supernatant +

Vzorec Po razklopu Po razklopu Izvorni supernatan HNO,
nano-CuO 1 pg/mL 0,406 £0,017 0,170+ 0,005 0,099 + 0,004 0,122+0
nano-CuO 2 pg/mL 0,816 +0,073 0,307 £0,023 0,112 +0,01 0,121 + 0,016
nano-CuO 5 pg/mL 2,167 £0,067 0,304 £ 0,007 0,138 + 0,007 0,147 £ 0,033

nano-CuO 10 pg/mL 5,984 +0,24 0,348 £0,011 0,200+ 0,016 0,248 + 0,021




PRILOGA C

CITOTOKSICNOST PRI 48- IN 72-URNEM TRETIRANJU CELIC A549 Z
NANODELCI

Na slikah C1, C2, C3 in C4 so prikazani rezultesith MTT in testa privzema barvila NR
pri 48- in 72-urnem tretiranju celic A549 z nano&in nano-SiQ. Meritve je opravil
Veno Kononenko na Biotehniski fakulteti.
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Viabilnost celic v % kontrole

Slika C1: Rezultati testa MTT — povgre viabilnost celic v odstotkih viabilnost celicritmle (kontrola je
100 %) pri tretiranju z nano-CuO v razlih koncentracijah oziroma pri negativni (kontrola)pozitivni
(0,75 mM HO,) kontroli. Celice so bile tretmajem izpostavljet®in 72 ur. Viabilnost celic, izpostavljenih
enakocasa nano-CuO v raghih koncentracijah oziroma 0,75 mM,®}, je primerjana z intenzivnostjo
fluorescence celic, ustreziasovno izpostavljenih samo mediju (kontrofa). SD, n = 6; *p < 0,05 za 48 ur
izpostavljene celicep®< 0,05 za 72 ur izpostavljene celice.
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Slika C2: Rezultati testa privzema barvila NR — p@ina viabilnost celic v odstotkih viabilnost celic
kontrole (kontrola je 100 %) pri tretiranju z na@oO v razlénih koncentracijah oziroma pri negativni
(kontrola) in pozitivni (0,75 mM BD,) kontroli. Celice so bile tretmajem izpostavljed8 in 72 ur.



Viabilnost celic, izpostavljenih enak@asa nano-CuO v razhih koncentracijah oziroma 0,75 mM@®}, je
primerjana z intenzivnostjo fluorescence celicremiocasovno izpostavljenih samo mediju (kontrola} x
SD, n = 6; P < 0,05 za 48 ur izpostavljene celice, 0,05 za 72 ur izpostavljene celice.
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Slika C3: Rezultati testa MTT — povgrea viabilnost celic v odstotkih viabilnost celicritoole (kontrola je
100 %) pri tretiranju z nano-SyOr razlicnih koncentracijah oziroma pri negativni (kontrola)pozitivni
(0,75 mM H202) kontroli. Celice so bile tretmajezpdstavljene 48 in 72 ur. Viabilnost celic, izpagenih
enakocasa nano-CuO v razhih koncentracijah oziroma 0,75 mM,®}, je primerjana z intenzivnostjo
fluorescence celic, ustrezno ¢asovno izpostavljenih samo mediju (kontrola). X + SD, n = 6; *p < 0,05 za 48 ur
izpostavljene celicep®< 0,05 za 72 ur izpostavljene celice.
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Slika C4: Rezultati testa privzema barvila NR — p@na viabilnost celic v odstotkih viabilnost celic
kontrole (kontrola je 100 %) pri tretiranju z na8, v razliénih koncentracijah oziroma pri negativni
(kontrola) in pozitivni (0,75 mM H202) kontroli. Gee so bile tretmajem izpostavljene 48 in 72 ur.
Viabilnost celic, izpostavljenih enak@sa nano-CuO v razhih koncentracijah oziroma 0,75 mM,®}, je
primerjana z intenzivnostjo fluorescence celicremtocasovno izpostavljenih samo mediju (kontrola} x
SD, n = 6; P < 0,05 za 48 ur izpostavljene celice, 0,05 za 72 ur izpostavljene celice.



PRILOGA D
VPLIV SUSPENZIJ NANODELCEV NA MERITVE ABSORBANCE

Na slikah D1 in D2 je prikazana intenzivnost absode suspenzij nano-CuO in nano-
SiO,, v razlénih koncentracijah v c&lnem mediju brez celic. Ti vzorci so bili pripravije
hkrati z vzorci, za izvedbo testa MTT in testa pema barvila NR. Pripravljeni so bili po
enakem postopku kot vzorci s celicami (postopekpgdrobneje opisan v poglavju 3.3
oziroma 3.4).

Opazimo lahko, da pri obeh vrstah nanodelcev kedbarvilom MTT interferirajo malo
oziroma skoraj i, bolj pa oboji nanodelci interferirajo z barvilodMR. Za primerjavo
omenimo, da so povp¥ee vrednosti absorbance kontrolnih celic pri regifittesta MTT
okoli 0,9, pri rezultatih testa privzema bravila I9R okoli 0,1.
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Slika D1: Intenziteta absorbance suspenzij brez oa@no-CuO v vraztinih koncentracijah v celnem
mediju. Vzorci so bili obarvani z barvilom MTT oaima NR.
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Slika D2: Intenziteta absorbance suspenzij brez oeno-SiQv vrazlicnih koncentracijah v ce&lhem
mediju. Vzorci so bili obarvani z barvilom MTT oaima NR.



